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Beschreibung 

Die Erfindung richtet sich auf die Verwendung 
eines Mittels zur Herstellung eines Arzneimittels 
zur Behandlung der Hyperprolaktinamie. 

Dopamin ist als Neurotransmitter bekannt. Die- 
se Substanz Ubertragt Informationen zwischen Ner- 
venzellen. Es kommt vor im wesentlichen im Cor- 
pus striatum, Putamen und Nucleus caudatus. Ab- 
weichungen von der normalen Konzentration, aber 
auch der Relation verschiedener Transmitter zuein- 
ander sind vielfach ursachlich fur bestimmte Krank- 
heitserscheinungen. So stehen im Striatum norma- 
lerweise Dopamin und Acetylcholin als dopaminer- 
ges und cholinerges System im Gleichgewicht. Fol- 
ge eines Dopaminmangels Oder Uberwiegen des 
Acetylcholins ist beispielsweise der Morbus Parkin- 
son. Die Therapie besteht dann darin, das naturli- 
che Gleichgewicht beider Systeme wieder herzu- 
stellen. Bevorzugt bedient man sich nierzu des L- 
Dopa, einer Vorstufe des Dopamin, die ein beste- 
hendes Ungleichgewicht zu Gunsten von Dopamin 
zu verschieben geeignet ist. Hierbei auftretende 
Nebenwirkungen veranlaflten bei der Behandlung 
des Morbus Parkinson zum Einsatz von Substan- 
zen, die keine Dopaminstruktur aufweisen, jedoch 
die Fa'higkeit besitzen, die Dopamin-Rezeptoren zu 
besetzen und damit zu stimulieren, sogenannte 
Dopamin-Agonisten bzw. dopaminerge Substanzen. 
Bekanntester Dopamin-Agonist ist das Bromocrip- 
tin. 

Unter physiologischen Bedingungen kommt 
Dopamin eine entscheidende Bedeutung zur Steue- 
rung der Inkretion des Prolaktin zu, welches ein 
hypophysares Hormon ist, dessen Inkretion der 
Kontrolle des Hypothalamus unterliegt. Diese hy- 
pothalamischen Neurohormone, namlich ein hem- 
mendes PIF (Prolaktin inhibiting Factor) und ein 
stimulierendes, noch nicht naher bekanntes 
Releasing-Hormon TRH erreichen uber das Portal- 
system den Hypophysen-Vorderlappen, in deren 

hemmenden Komponente kommt nach den bisheri- 
gen Erkenntnissen bei der Steuerung der Prolaklin- 
Ausschuttung die entscheidende Bedeutung zu. 
Steht nicht ausreichend Dopamin (vermutlich iden- 
tisch mit PIF) zur Inhibierung der Prolaktin (PRL) - 
AusschUttung zur VerfUgung, ergibt sich eine er- 
hohte PRL-Konzentration im Biut, die sogenannte 
Hyperprolaktinamie. Diese Erscheinung ist ursach- 
lich fur die verschiedensten Krankheitssymptome. 
So kann es bei der Frau zur Corpus-luteum-lnsuffi- 
zienz mit der Entwicklung eines Pramenstruellen 
^vndrnr^c 7ur Mastodvnin Mastopathie Blutungs- 



an Prolaktin bis zur Enthemmung der Prolaktinin- 
kretion, die die verschiedensten hier nicht zu eror- 
ternden Ursachen haben konnen, kommt den Pro- 
laktinhemmern eine entscheidende Bedeutung zu 

5 Mit dopaminergen Prolaktinsenkern wurden bereits 
qroBe therapeutische Erfolge erzielt. In erster Linie 
kommt hier die Gruppe der Mutterkornderivate mit 
Bromocnptin als Prototyp in Betracht. Auch eine 
Therapie mit L-Dopa hat Erfolge gezeigt. Nicht 

io unerhebliche Nebenwirkungen dieser Behandlung 
wie z.B. Ubelkeit. Erbrechen, Schwindel, Halluzina- 
tionen u a. lassen es angezeigt erscheinen, nach 
anderen wirksamen, jedoch weniger nebenwir- 
kungsreichen dopaminergen Substanzen zu su- 

75 chen. Bei diesen Arbetten zum Aufsuchen eines 
Arzneimittels mit dopaminerger Wirkung zur Be- 
handlung von Krankheiten, die - ganz oder teilwei- 
se - durch einen Dopamin-Mangel verursacht oder 
beeinfluGt werden, ist man erfindungsgemafl auf 

20 die Droge viiex aynus uasius gestoSen, deren Aus- 
zuge sich als auBerordentlich wirksam als Dopami- 
nagonist erwiesen haben. 

Agnus castus gehort zur Familie der Verben- 
aceen und ist ein im Mittelmeergebiet und in Asien 

25 beheimateter Strauch, dessen reife getrocknete 
und zerkleinerte Friichte offensichtlich Stoffe ent- 
halten, die eine dopaminerge Wirkung entfalten. 
Die Eignung des agnus castus als wirksames Lac- 
tagogon wurde ebenso beschrieben wie bereits im 

30 Altertum die Wirkung dieser Pflanze auf die Se- 
xualsphare bekannt war. Sie wurde auch bereits als 
Aphrodisiacum genannt. Nach diesen Beobachtun- 
gen geht man von einer hormonahnltchen Wirkung 
der Pflanze aus. Bei einem Phytotherapeutikum 

35 wird die Wirkung der Inhaltsstoffe des vitex agnus 
castus auf die Stimulierung der Corpus-Luteum- 
Bildung und eine kreislaufanregende Eigenschaft 
genutzt. 

Aus der Beschreibung eines vorbekannten auf 
40 den Wirkstoffen aus vitex agnus castus beruhenden 
Arzneimittels geht hervor, daG dadurch die Produk- 

lappen der Hypophyse gehemmt, die Ausschuttung 
von luteinisierendem und luteomammotropem Hor- 

45 mon vermehrt, also FSH gebremst, hingegen LH 
und LMTH (= Prolaktin) gefordert werde. Diese 
Uteratur geht von einer gunstigen Wirkung von 
agnus castus bei Behandlung der Hypogalaktie 
aus. Durch dieses Praparat soli die Stilieistung 

so gesteigert werden, was gleichbedeutend ist mit ei- 
ner Erhohung des Prolaktinsptegels. 

Auf der Suche nach einem Mittel mit besonde- 
rer Wtrkung der die Prolaktinbildung hemmenden 
Knrmponente weist die Erfindung auf eine neue 
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keit von vitex agnus castus als Prolaktinhemmer 
kommen waBrige wie vor allem alkoholische Auszij- 
ge in Betracht. Die dopaminerge Wirkung von ag- 
nus castus wurde im in-vitro-Modell, in der Hypo- 
physenzellkultur von Ratten dadurch nachgewie- 
sen, dafl der basale und der TRH-stimulierte Pro- 
laktinspiegel unter der Gabe von agnus castus ver- 
mindert werden konnte. Von besonderer Bedeutung 
ist, daB das erfindungsgemaB verwendete Mittel 
bereits nach peroraler Applikation seine dopaminer- 
ge Wirkung entfaltet. 

Beispielsweise werden die folgenden Herstel- 
lungsverfahren zur Gewinnung eines wirksamen 
Extraktes genannt: 

Beispiel 1 

Tinctura Agni casti (HAB 1) 

Verwendet werden die re it en, geirockneisn und 
zerkleinerten Fruchte von Vitex Agnus castus L. Ein 
Teil der nach Vorschrift zerkleinerten Droge wird 
mit 0,5 Teilen Ethanol 62 % G/G gleichmaBig 
durchfeuchtet und bleibt mindestens zwei Stunden 
lang bedeckt stehen. Dann wird abgesiebt (Sieb 2) 
und die aus Droge und Alkohol bestehende Masse 
in einen Perkolator gefullt und die Drogenoberfla- 
che mit Filterpapier abgedeckt. Mit der erforderli- 
chen Menge an Extraktionsfiussigkeit bis zu einem 
Verhaltnis von einem Teil Droge zu 10 Teilen Etha- 
nol wird der Perkolator danach aufgefUllt. Der Per- 
kolator wird bedeckt und bleibt 24 Stunden stehen. 
Der Ablaut der Extraktionsfiussigkeit wird so einge- 
stellt. daS fur 100 g Droge vier bis sechs Tropfen 
pro Minute abtropfen. Nach Beendigung des Ab- 
tropfens wird der DrogenrUckstand ausgepreBt, die 
Flussigkeit mit dem Perkolat vereinigt und die Mi- 
schung filtriert. 

Beispiel 2 

Verwendet werden die reifen, getrockneten und 
zerkleinerten Fruchte von Vitex Agnus castus L. 
Die Extraktion der Fruchte erfolgt durch Perkolation 
im Verhaltnis von einem Teil Droge zu 10 Teilen 
Extraktionsmittel 62 % G/G Ethanol. 

Die ausgenutzte Hohe (Lange des Drogen- 
dochtes) des Perkolators betrSgt mindestens das 
5-fache des mittleren Durchmessers des GefaBes. 

Die vorschriftsmaBig zerkleinerte Droge wird 
mit der Menge der vorgeschriebenen Flussigkeit, 
die 30 % des Drogengewichtes entspricht, gleich- 



teschicht verschlossenen Perkolator eingefUllt. Die 
Drogenoberflache wird z.B. durch Filtrierpapier 
Oder Glaskugeln so abgedeckt, daB beim Nachgie- 
Ben der Flussigkeit keine Drogenteile aufgewirbelt 

5 werden. Es wird langsam so viet Extraktionsfiussig- 
keit zugegeben, bis die Extraktlosung abzutropfen 
beginnt. Bei geschlossenem Hahn wird so viel 
nachgefulft, daB die Oberflache der Droge mit Flus- 
sigkeit bedeckt ist. Der Perkolator wird bedeckt und 

to bleibt 24 Stunden lang stehen. Danach ISBt man 
die Flussigkeit derart abflieflen, daB fur je 100 g 
Droge 4 bis 6 Tropfen in der Minute abtropfen. Die 
Extraktionsfiussigkeit wird so nachgegossen, daB 
die Drogenoberflache stets bedeckt bleibt. Ist nach 

75 Beendigung der Zugabe die im Perkolator noch 
vorhandene Extraktionsfiussigkeit abgetropoft, wird 
der DrogenrUckstand ausgepreBt und die Mischung 
filtriert. 

Kl U ~l ~ - ^ ~ \ A /I A* > , r\s* 
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Der Nachweis der dopaminergen Wirkung von 
alkoholischen Auszugen aus Agnus castus erfolgte 
am pharmakologischen Modell der Prolaktin-Pro- 

25 duktion bzw. -Freisetzung in einer Zellkultur aus 
Rattenhypophysen nach Spona et al. (Spona, J.; 
Muntz, R.; Nicolics, K.; Seprodi, J.; Teplan, J.: 
Action of Inhibitory LH-RH Analogs in Rat Pituitary 
and Luteal Cell Cultures. Endocrinologia Expert- 

30 mentalis 18, 101-107, 1984) gemaB folgender Ver- 
suchsanordnung: 

Herstellung der Hypophysen-Zellkultur: 

35 Weibliche Spraque-Dowley-Ratten mit einem 

Gewicht von 150 -200 g wurden fur eine primare 
Hypophysen-Zellkultur henotigt. Die Hvpoohysen 
wurden herausgelost und nach Entfernung der Hin- 
terlappen in eine sterile, ausgewogene Salzlosung 

40 gegeben (Zusammensetzung: 0,8 % NaCI, 0.02 % 
KCI, 0,1 % NAHC0 3 , 0,2 % Glucose, Einstellung 

t .11 r -» o » r - I ! r>r\ * M U O " I .« -. 

(JM a^>i ; 1 .1 1 iiii. . \~ ■; ; ■ 1*0^.. Op^.^i..^ 'K,, 

den 40 - 50 Hypophysenvorderlappen mit 0,25 % 
Trypsin bei Raumtemperatur 20 min lang vorbe- 

4b handelt (Sigmatype III, Sigma-Chemicals St. Louis, 
Mo. U.S.A.). Nach Entfernung der ersten Trypsinlo- 
sung wurden 20 ml frische Trypsinlosung zugege- 
ben und die Suspension Goer Nacht bei 0 - 4 ■ C 
stehen gelassen. Die Trypsinierung wurde durchge- 

50 ffJhrt 20 min lang bei 37 *C in 5 % CCVAtmo- 
sphare unter Umruhren mit einem Teflon-Ruhrstab 
(500 Upm). Die Zellsuspension wurde in gekUhlte 
Zentrifugenrohrchen ubertragen, danach unverzug- 
lich 5 ml einer 1 % Scjabohnen-Trypsin-lnhibitor- 
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te Zellmateria! wurde 3 mal gewaschen durch Auf- 
schwemmung im Medium HAM F-12, das 50 gmP 1 
Streptomycin und 50 Uml" 1 Penicillin (Difco, 
U.S.A.) enthalt, und wiederholt zentrifugiert. Nach 
erneuter Aufschwemmung im Medium und Filtra- 
tion durch ein Edelstahlsieb wurden die Zellen mit 
Trypanblau gefarbt und gezahit. Die Suspension 
wurde auf 6 < 105 Zel!en/ml verdunnt und 3 ml 
davon wurden jeweils in Gewebekultur-Zylinder (25 
cm 2 Oberflache, Costar, U.S.A.) gegeben. CR- 
Transferrin (5 ngml~ 1 ), CR-Fibroblasten-Wachs- 
tumsfaktor (1 ngml -1 ), CR-Multiplikation stimulie- 
rende Aktivitat (1 ngml" 1 ), Selensaure (6,4 ngml -1 ) 
und 0,5 mgml -1 L-G!utamin wurde dem Medium 
zugefuhrt. Die Zylinder wurden bei 37 *C unter 5 
% C0 2 -Atmosphare und maximaler Feuchtigkeit 
aufbewahrt. Nach zwei Tagen wurde das Kulturme- 
dium ausgetauscht 

Nach drei oder vier Tagen zeigte das Zellkul- 
iursystem die siarkste Aniwuri auf wine TRii-Stlrnu- 
lation. 

Durchfuhrung der Versuche 
Basale Prolaktmwerte (Fig. 1) 

1. Ohne Zugabe von Stoffen (unbehandelte Zell- 
kultur) 

Aus elf Zellkulturen wurde je 0,4 ml Medium 
entnommen und das basale Prolaktin bestimmt. 

2. Zugabe von Losungsmittel 

In neun Zellkulturen wurde jeweils 0,1 ml Atha- 
nol 60 Vol-% zugegeben. Nach Inkubation von 
vier Stunden wurde je 0,4 ml Medium entnom- 
men und das Prolaktin bestimmt. 

3. Zugabe von Agnus castus 

In elf ZeHk'j^uren wurde jeweih 0 1 ml Agnus 
castus sowie 0,1 ml Athanol 60 Vol% zugege- 
ben. Nach Inkubation von vier Stunden wurde je 
0,4 ml Medium entnommen und das Prolaktin 
bestimmt. 

Stimulierte Prolaktinwerte (Fig. 2) 

4. Unbehandelte Zellkultur 
5 Zugabe von TRH 

In elf Zellkulturen wurde jeweils 10" 7 M TRH 

zugegeben. Nach Inkubation von vier Stunden 

wurde je 0,4 ml Medium entnommen und das 

Prolaktin bestimmt. 

6. Zugabe von TRH und Athanol 

In neun Zellkulturen wurden jeweils 10" 7 M TRH 

und 0,1 ml 60 Vol-% Athanol gegeben. Nach 

Inkubation von vier Stunden wurde je 0.4 ml 



0,1 ml 60 Vol-% Athanol und 0,1 ml Agnus 
castus zugegeben. Nach Inkubation von vier 
Stunden wurde je 0,4 ml Medium entnommen 
und das Prolaktin bestimmt. 

5 

Prolaktinbestimmung 

Prolaktin, das ins Medium abgegeben wurde, 
wurde mit einer Doppelantikorper-Methode radio- 

70 immunologisch bestimmt. Das Material fur die ra- 
dioimmunologische Bestimmung stammte von dem 
"National Institute of Arthritis, Diabetes and Digesti- 
ve and Kidney Diseases (NIADDK). 

Der dopaminerge EinfluB von alkoholischen 

75 Auszugen aus vitex agnus castus auf die basale 
Bildung und/oder Freisetzung von Prolaktin geht 
aus Fig. 1 hervor. Die Werte der Versuchsgruppe 2 
als Kontrollgruppe liegen signifikant 
(Varianzanalyse; Scheffe-Test: p < 0,05) uber den 

20 Werten der unbehandelten Zellkultur der Gruppe 1. 

Die Werte der Versuchsgruppe 3(lnkubation 
mit 0,1 ml agnus castus) liegen wiederum signifi- 
kant (Varianzanalyse; Scheffe-Test: p < 0,05) unter 
denen der Gruppe 2 (Losungsmittel-Kontrollgrup- 

25 pe) und der unbehandelten Versuchsgruppe 1 

Der dopaminerge EinfluB der alkoholischen 
Auszuge von vitex agnus castus auf die TRH- 
stimulierte Bildung und/oder Freisetzung von Pro- 
laktin ergibt sich aus Fig. 2. 

30 Die Werte der Gruppe 4 (Stimulation mit 10" 7 

M TRH) sind signifikant (Varianzanalyse; Scheffd- 
Test: p < 0,01) hoher als die der Versuchsgruppe 1 
(Basalwerte). 

Die Werte der Gruppe 5 (Stimulation mit 10~ 7 

35 M TRH und 0,1 ml 60 Vol-% Athanol) sind signifi- 
kant (Varianzanalyse; Scheffe-Test: p< 0,01) hoher 
als die der Gruppe HBasalwerteV Die Werte der 
Versuchsgruppe 5 unterscheiden sich nicht wesent- 
lich von denen der Versuchsgruppe 4. 

40 Die Werte der Gruppe 6 (Stimulation mit 10~ 7 

M TRH und Inkubation mit 0,1 ml agnus castus 

i ft . » /w - i. _ ,.. . o - u , rrx t — * 

-'a \ v <■*• wv. ^ p "* 

0,01) niedriger als die der Gruppen 4 und 5. Sie 
unterscheiden sich nicht wesentlich von denen der 

45 Gruppe 1. 

Daraus folgt, dafl die Einwirkung von alkoholi- 
schen Auszugen aus vitex agnus castus auf die 
Produktion und/oder Freisetzung des basalen und 
stimulierten Prolaktins zu einer Hypophysen-Zell- 

50 kultur (3) zu einer signifikanten Verringerung der 
Prolaktinwerte im Vergleich zu einer unbehandelten 
(1) und mit Losungsmitteln (2) behandelten 
Hypophysen-Zeilkultur fuhrt (vgl. Fig. 1). 

Bei gleichzeitiger Gabe von agnus castus und 
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Revendicatlons 

1. Utilisation d'extraits de la plante vitex agnus 
castus pour preparer un medicament destine 

ClU IIUHUIIIOIIL UU I iiy^ipiuiuoiiiiu.inu. 
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bzw mit TRH und Ldsungsmittel (5) behandelten 
Versuchsgruppen (vgl. Fig. 2). 

Patentansprliche 

1. Verwendung von Extrakten der Pflanze vitex 
agnus castus zur Herstellung eines Arzneimit- 
tels zur Behandlung der Hyperprolaktinamie. 



Claims w 

1. Use of extracts of the plant Vitex agnus castus 
for manufacturing a drug for the treatment of 
hyperprolactinaemia. 
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rPRl ng /ml 

1141,00 
1091,00 
1041.00 
991,00 
941,00 
891,00 
841,00 
791,00 
741.00 - 

691.00 - 
641,00 



Stimulation 



Senkung 



VERSUCHSGRUPPEN 



Prolaktl nwerte 1n unbehandel ten bzw. behandelten 
Hypophysenzel 1 kul turen ohne Stimulation nit TRH 

VG 1 - Unbehandelte Zellkultur 

VG 2 - Zellkultur ♦ 0.1 ml Lbsungsml ttel (60 Vol-S Athanol 
VG 3 - Zellkultur ♦ 0,1 ml Agnus castut ♦ LHusungsmlttel 

(60 Vol.-X Xthanol) 



FIG. 1 
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rPRL 

1444,00 
1370,10 
1296,20 ■ 
1222,30 - 
1148,40 - 
1074,50 - 
1000,60 
926,70 
852,80 
778.90 
705,00 



ng/ml 
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6 VERSUCHSGRUPPEN 



Prolaktlnwerte 1n unbehandel ten bzw. behandelten 
Hypophystnxtl 1kultur«n «1t g1e1chze1t1ger TRH-St1nu1 atlon 

VS 1 - Llnbehandelta Zallkultur ohne TRH 

VG 4 • Unbehandelte Zellkultur und TRH 10" 7 M 

V6 5 • Ztllkultur «1t 0.1 ■! L6sungs«1ttel und TRH 10* 7 H 

* ioniK r»«tu« 

...... 

VG 6 ■ Ztllkultur >1t 0,1 al Agnus castus und TRH 10 M 



FIG. 2 



